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邦画 加 商 捕 扁 ね れ 匿 乃 納所 は ， 古く か ら イ ン ド を 中心 に 黄痘 の民間治療 に 用 い られ て き た薬用
植物 で あ るが ， 試験 管内で の 反応系 にお い て B 型肝炎ウ イ ル ス くHepatitis B viru sこ H B Vl及 び ウ ッ ド
チ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス くW oodchu ck hepatitis viru Sニ W H VJ の 内在性 D N A ポリ メ ラ ー ゼ 活性 を抑制
す る こ とが 報告さ れ た ． 今 回 ， P nin Lri水抽出物 を用 い て ， 内在性 H B V－D N A ポリ メ ラ ー ゼ活性及 び
他 の D N A合成酵素 に 与 え る影響 と そ の作用磯序 に つ い て 検討 した ． ヱ 乃古川 r才水抽出物は ， 試験管内に
お い て H B V－D N A ポ リ メ ラー ゼ活性 を用 量依存性 に 阻害す る と と も に ， 他 の T 4－ D N A ポ リ メ ラー
ゼ ， Klenow フ ラ グメ ン ト ， D N A ポ リメ ラ ー ゼ I 及 び ト リ 骨髄 芽球性白血病 ウ イ ル ス くAvian
m yelobla stosis viru si A MVン由来 の逆転写酵素 に よ る D N A合成系に 対 して も 同様 に阻害効果 を示 す
こ とが 明 らか とな っ た ． また その 作用 機序 に 関 して ， 阻害形式は テ ン プ レ ー トの量 や基質 と な る ヌ ク レ
オ チ ド の 濃度 に 関わ らず ， D N A合成酵素と抽出物中の阻害物質と の 間の 直接的な相互作用 に よ る 可能
性 が示 唆 され た ， 他の 核 酸関連酵素であ る T 4 ポ リ ヌ クレ オ チ ドキ ナ ー ゼ や T 4 リ ガー ゼ及 び 各種制限
酵素に対 し て は ， D N A合成酵素活性阻害効果 を認め る有効濃度下 に お い て酵素活性 に 影響 を与 えな
か っ た ． さ ら に H B V産生培責細胞株 H B 611を用 い た抗 H B V薬剤評価系で は ， P niruri抽 出物の
濃度が約1．1JL gJ，ml で H B 611細胞内で の H B V－D N A の複製が50％抑制 さ れ ， ま た細胞毒性 を示 す最
小濃度 は ， ン16JL gIml であ っ た ． flniru ri抽 出物中の有効阻害物質 は ， H B V の複製系に 於 て 内在性
D N A ポリメ ラ ー ゼ 活性 を抑制 し ， 肝炎 に 対す る 治療薬 と して の 有用 性が 示唆 さ れ る と 同時 に ， 逆 転写
酵素 を含 む他 の広範な D N A合成酵素 に 対 して も 抑制効果を 示 す こ と か ら今後抗 ウ イ ル ス 剤 と して の 有
用性が 示 唆 され る ． 有効成分の 精製 ． 単離 に つ い て は 現在検討中で あ る ．
Eey w o rds 勒 Ildnihus niru ri， H B V－ D N A Polym er as e， reVerS etra n S Crip－
tas e， a ntiviral agent， HB 611cell lin e
世 界各地 に お け る B塾肝炎 ウ イ ル ス くhepatitis B
Vir u si H B VJ の 感染状況 か ら ， お よ そ 2 億人 以上 の
キ ャ リ ア ー が い る と推測さ れ て い る ． その 大部分 は無
症候性 キ ャ リ ア ー で あ る が ， 約10％の キ ャ リア ー は ，
慢 性肝炎 ， 肝硬変 に 移行す る と 言わ れ ， また ， 肝癌発
生 の リ ス ク フ ァ ク タ ー で あ る こ とが 明 らか とな っ て い
る ．
B 型肝炎の慢性化 ， 肝硬変 へ の 進展 に は HBV の 持
続感染が重要な役割 を果た し て い る ． H B Vの 持続感
染に よ る 慢性肝炎で は ， 増悪 に 先立 っ て H B Vの 活発
な増殖 が認め ら れ る こ と ， 逆 に 肝組織内の H B V増殖
の 消退 に よ っ て 肝病変の改善 す る症例 が存在 する こ と
な どの 臨床的観察は ， 感 染症 と し て の B型慢性肝炎の
原因療法， す な わ ち起因ウイ ル ス の増殖 を抑制し ， さ
A bbreviatio n s 二A M V， aVia n myeloblastosis viru si Ea
32Pコ d CT P， de oxycytidin e5
，
－ Ea
32Pコ tripho sphateへ三 d A T P， de o xyaden osin 5
，
－tripho sphateニ d G T P， de o xy gu an osin
5，－triphosphateニ d T T P， de o xythymidin e5
，
－triphosphateニ D N Ap， D N Apolym er as eニ DT T，
dithiothreitol三 E D T A， ethylenediaminetetra a cetic a cid ニ EG T A， ethylen e glyc ol bis
P ク転 職 わ 抽出物の 抗 DN A ポ リメ ラー ゼ作用 と そ の 機序
らに生体か ら ウイ ル ス を排除 しう る抗 ウイ ル ス 剤の 開
発が待ち望ま れ て い る ． しか しな が ら ， これ まで B型
慢性肝炎に 対 して治療薬 と して 臨床的 に 検討 され て き
たイ ン タ ー フ ェ ロ ン
1や Ara －A2Iな どの 抗 ウ イ ル ス 剤
に 関して は ， 適応症例がある程度制限 され
，
また そ の
治療効果に お い ても H Be 抗原 の陰性化率 は投与患者
の10旬 30％程度 と ， 必ず しも満足す べ き臨床効果が得
ら れて い な い の が 現状で あ る 錮 ．
1987年 に Ve nkate s w a r a nらSJに よ っ て ， 古く か ら
イ ン ドを 中心 に 各地で黄痘 の民間治療 に 用 い られ て き
た 邦扉 加相 聞 用 血 抑 圧R 捌 減れ と い う 薬用 植物の 水
抽出物 が ， 試験管内での B B V及び ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝
炎ウイ ル ス くw o odchu ck hepatitis vir u si W H Vlの 複
製系に 於て D N A ポリ メ ラ ー ゼ活性を 抑制 し， 血 清 中
の H Bs お よ び W Hs 抗原力価 を下げる こ と が報告 さ
れ ， ウ ッ ドチ ャ ッ ク 財 戊r 椚 0ね 椚0乃dわ を用 い た動物
実験で その 効果に つ い て検討さ れ た ． さ ら に1988年 に
は T hyaga raja n ら6Iに よ っ て ， H B V キャ リ ア ー 患者
に対する 人体投与実験が行わ れ血清中の H Bs 抗原力
価を下げる こ と が報告 され ， B 型肝炎に 対 す る治療薬
と しての 臨床効果お よ び有用 性が示 唆 さ れ た ． し か し
なが ら ， 抽 出物中の 清性物質の 分子 量 や構造 な ど に つ
い て は未だ十分解明 され てお ら ず， 作用 及 び その 機序
につ い て も明 ら か に され て い な い ．
そ こ で 今 回著者 は ， 本研究に お い て ア ブ転用 力 水抽
出物 を用い て ， 試験管内での 反 応系を中心に H B V内
在性 D N A ポリ メ ラ ー ゼ活性及び他 の D N A合成酵素




Pl 扇和 肌 水抽出物の 調 整
今回本実験で 用 い た ヱ 乃才用 わ水抽出物の 調整法は ，
Venkates w a r a nら
5切 方法に 準 じ た ． す な わ ち 乾燥．し
た 君 如 拙 小樽物全体1 を細 か く 粉砕 し
， 約40g を
200ml の蒸留水と混合 し， 60
0
C 2時間 ， 周期的に 横枠
させ なが ら抽出 した ． そ の 混合物 をナ イ ロ ン メ シ ュ に




C 8000rpm l 時間遠心 し た ． さ ら
に ， その 上 清を0．45ノJ m ミ リ ポア フ ィ ル タ ー 旧 本 ミ
リポア ， 東二釦 に て 濾過 した ． ヱ 乃gアぴrダ水抽出物の 濃
度は， 凍結乾燥 させ た 際 の 乾燥重量 に て表 し た ．
373
工 ． 患者血 清か ら の 打B V粒 子 の 分 離
慢性の H Be 抗原 キ ャ リ ア ー 患者か ら採取 し た新鮮
凍結血清か ら シ ョ 糖密度勾配遠心法に て 分離 し た刀 ．
T E N緩衝液 く10mM T ris－H Cl綬衝液 ， pH 8． 0，
1 00m M NaCl， 0 ．1m M ethylen edia minetetra a c etic
acidくE D T AH を捧媒 と した60％ のシ ョ 精液3mlの 上
に20％の シ ョ 糖液 4ml を重層し ， さ らに その 上 に 血 清
試料 を重層 し Be ckm a nS W 28ロ ー タ ー くべ ッ ク マ ン
ジ ャ パ ン いこ て 4CC 25，000rpm 5 ． 2 5時 間遠 心 し
H B V粒子画分 を回 収 した ． そ の試料に 7m M に な る
よう に CaCl2 を添加 し2単位ノml の Staphylo c o cc u s
a u re u sヌ ク レ ア ー ゼ S 7くべ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山
之 内 ， 東 斜 に て37
0
C 30分 処理 し， 最終 濃度 10m M の
ethyle n eglyc ol bisく2－a min o ethylethe rltetr a a c etic
acidくE G T AI を添加 し反 応 を停止 さ せ た ．
つ ぎに その 混 合液を ， 3ml の60％シ ョ 精液 に 3mlの
20％ シ ョ 精 液 を 重 層 し た 上 に 載 せ Be ckm a nSW 40
ロ ー タ ー くべ ツ ク マ ン ジ ャ パ ン いこて 4
O
C 35，000rpm
13時間遠心 し H B V粒子 画分 を回収 した ．
H L 内在性 H l箋Y． D N Aポ リ メ ラ ー ゼ 活 性測 定
H B V粒子 画分試料 を界面活性 剤 N P－40 処 理 し
くH B Vの c o r eを露出させ るl， M gC12の 存在下 で 4種
の デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド3 リン酸 を基質 に ． く －1 鎖の
H B V，DN A を鋳型 と して ， 試験管内で く＋1 鎖の伸長
反応 を行わ せ た の． D N A ポ リメ ラ ー ゼ活性 は ， D N A
合成 に 伴 う Ea ． 32Pコde o xycytidin e5，－tripho sphate
くd C T PI の 取 り込 み に よ り測定し た ． 内在性 H B V．D－
NA ポリメ ラ ー ゼの 反応液組成 は ， 50m M Tris－H Cl
綬衝液， PH 8．3， 50m M NaCl， 7m M MgC12， 0 ． 1％
N P－40くSI G M A， U S Al
，
67JL M 3d N T Pくde o xyade－
n o sin e 5
，
－tripho sphate くd A T P汁 de o xy gu a n o sin e
5
，
－tripho sphateくd G T PI十de o xythymidin e 5
，
．tripho－
SphateくdT TP巨 SI G M AJ， 1 p CiEa － 32Pコ d C T P
くン3，900 Cilm m oり で 行 い ， そ れ ぞ れ の 反 応液中 に
H B V粒子 画分10ノノ 1 と 一 定 の 希 釈濃度 の ア． 乃才用 r才
水抽出物 を加 え総容量50メイ 1 とし た ． 反応 は37
0
C 3時
間イ ン キ ュ ベ ー ト した後 ， 氷水に て急冷し フ ェ ノ ー ル
添加に よ り停止 さ せ た ． フ ェ ノ ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 抽
出後 ， エ タ ノ ー ル 沈 澱 を行 い ， EB V－D N Aを3叫 1
の T E 緩衝 液 く25m M Tris．H Cl緩 衝 液 ， 1mM
E D T Alに 再溶解さ せ た ． 試料の 一 部 を1．5％ ア ガ ロ ー
く2－amin o ethyl etherJtetra a cetic a cidニ H B V， hepatitis B viru sニ P BS， phosphate buffer ed
Saline三 P． niru ri， P hylla nthu s nir uriニ S D S， S Odiu m dode cyl s ulfateニ W H V， W O Odchu ck
hepatitis viru s
374
ス ゲ ル に て 電気泳動 を行 っ た ． ゲ ル ドラ イ ヤ
ー に て乾
燥 さ せ た 後 ， サ ラ ン ラ ッ プ に 包 み X 線 フ イ ル ム




C で オー ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー を行 っ た ■ さ ら に 残 り
の 試料の 一 部 を ， 直径2．3c m の Whatm a nD E 81セ
ル
ロ ー ス ． ペ ー パ ー くW batm a nLtd． ， Engla ndい こ プ
ロ ッ トした 後 ， 5％ Na2E P O4で 洗浄 し ， そ の 後水 ，
エ タ ノ ー ル で 洗浄 し乾燥 させ て ， シ ン チ レ
一 夕 ー 溶液
くトル エ ン 1000 mi， P P O 5．Og， D im
－POP O P O． 14gニ
P A C KA R D， U S Al に 入 れ て 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー に て 測定 した ．
IV． 他 の 種類 の D N A ポ リメ ラ
ー ゼ活 性測 定
T 4． D N A ポ リメ ラ ー ゼ ， DN A ポ リ メ ラ
ー ゼ I ，
E le n o wフ ラ グメ ン ト を用 い て P っ雇 用力 水抽出物 の
効果及 び作用機序に つ い て 種々 の 検討 を行 っ た ■ テ
ン
プ レ ー ト と して HindIIIに て 消化 した pU Cl1 9D NA
を用い ， 各種 D NA ポリ メ ラ
ー ゼ 反応液組成 は 以下 の
要領 で 行っ た ，
1 ． T4． D N A ポ リメ ラ
ー ゼ反 応液組成
33m M 酢酸 ト リ ス 緩衝軋 pH 7．9 ， 66m M 酢酸ナ ト
リ ウム ， 10m M 酢酸 マ グ ネ シ ウ ム ， 5m M dithiothr
－
eitolくD T Tニ SI GM Al， 6 7JL M 3d N T PくdA T P＋
d G T P＋d T TPナ， 1JJ CiEa 一 刀 Pコ d C T Pくン 3000Cil
m m ol1
2 ． D N A ポ リメ ラ
ー ゼ 工反応液組成
67m M リン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝液 ， pH 7．4， 10m M
M gC12， 1m M 2 メル カ プ ト
エ タ ノ ー ル ， 6 7JL M
3d N T Pくd A T P＋dG T P 十d T TPl， 1JL CiLa －
32pコ
d C T PくD3000 Cilm m o1
3 ． Klen o w フ ラ グメ ン ト反応液組成
D NA ポリメ ラ ー ゼ 工 反応液組成 く椚 m M リン 酸カ
リ ウ ム 緩衝乳 pH 7．4， 1 0m M MgC12，1m M 2 メル カ
プ ト エ タ ノ
ー ル
，
67JL M 3d N TP くd A T P十d GT P＋
d T T Pl， 1JL CiEa － 3 2PコdC T Pくン 30 00 Cilm m叫ナ と
同様の もの を 用い た 一
各反応系 に 対 して テ ン プ レ ー ト D N A l声 g ， 各種
酵素くD N A ポ リメ ラ
ー ゼ 川 －1単位使用 し ，
一 定 の 希
釈濃度の 且 っ雇用雨 水抽出物 を加 え総容量50月l と し
た ． 反応 は37
0
C15分イ ン キ ュ ベ ー ト した 後 ， 氷 水に て
急冷し フ ェ ノ ー ル 添 加 に よ り停 止 さ せ た － フ ェ ノ
ー
ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 抽出後 ， エ タ ノ
ー ル 沈澱 を行い ， 反
応産物 D N A を30FL l の T E緩衝液に 再溶解 させ た 一
試料 の 一 部 を1．5％ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動 し乾
燥させ た 軋 オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ を行 っ た ■ さ ら に
残 り の 試料 を ， Whatm a nD E 81セ ル ロ
ー ス ． ペ ー
パ ー に プ ロ ッ ト した 後， 5 ％ Na2H P O4で 洗浄 し， そ
の 後水 ， エ タ ノ ー ル で 洗浄 し乾燥 さ せ て シ ン テ レ
一
夕 ー 溶液 に 入 れ て液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン ． カ ウ ン タ ー
に て測定 し た ．
V ． 逆転 写帝素活性測定
トリ 骨髄芽球性白血病 ウイ ル ス くAvia n m yeloblas．
to sis viru SiA M Vl由来の逆転写酵素くべ
ー リ ン ガ ー マ
ン ハ イ ム 山之 和 を用 い て P． 乃オァ祝わ 水抽出物の 効果及
び作用機序 に つ い て検討 を行 っ た ■ テ ン プ レ
ー トとし




リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山之 和 を 用 い た ． 逆転 写酵素反
応液組成 は 50m M Tris－H Cl緩衝乳 pH 8．3． 50mM
NaCl， 10m M MgCl払 5m M D T T， 10JL Ci亡a －
32pコ
d TT Pくン3，00 0Cilm m ol で行 い ， それ ぞれ の 反 応液
中 に 逆転写酵素0．1単位 ， テ ン プ レ
ー ト 500ng と
一 定
の希釈濃度 の P ク正和 力 水抽出物 を加 え総容量5叫 1
と し た ． 反応 は37
0
C 20分イ ン キ ュ ベ ー 卜 した 乳 フ ェ
ノ ー ル 添加 に よ り停 止 さ せ た ． フ ェ ノ
ー ル ． ク ロ ロ ホ
ル ム 抽出後 ， エ タ ノ ー ル 沈澱 を 行 い ， 反応産物 を30
メ 1 の T E緩衝液 に 再溶解 させ た ． 試 料 の
一 部 を －
Whatm a nD E 81セ ル ロ
ー ス ． ペ ー パ ー に プ ロ ッ ト し
た後 ， 5 ％ Na2E P O4 で洗浄 し， そ の後 水， エ タノ
ー
ル で 洗浄 し乾燥さ せ て ， シ ン チ レ
一 夕 ー 溶液 に 入 れて
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン ． カ ウ ン タ
ー に て測 定した ．
vI． H B Y産 生 培養細胞株 H B 611に お け る 抗
耳B Y効果
本実験 に お い て細胞内で の ウイ ル ス 増殖系 に お ける
抗 HB V効果 を検討す るた め に ， 大阪大学細胞工学
セ
ン タ ー 遺伝子 構造機能調節部門 ， 松 原謙
一 教授か ら
HB V産生培養細胞株 H B 611 の供与 を受 けた ．
H B 611細胞 即 は ， ヒ ト肝 芽細胞 腫 由来細胞株
Hub 6に 図1
珊 に 示 す よ う に 3 タン デ ム の H B V ゲノ
ム が 組 み込 ま れ安定 に HB Vを産生 し ， 抗 H B V薬剤
評価系と して の 有用性が確立 され た
10舶 培 養細胞株で
ぁ る ． 本実験で は ， Nagahata ら
11，の 方法 に 従っ て以
下の ご と く行 っ た ．
1 ． 細胞培養
E B 611細胞 は ， 直径 35m m の 6 ウエ ル ク ラ ス タ
ー
デ ィ ッ シ ュ くCo sta r， US Al を用 い ， 10％牛胎児血清
くGen e ral Scie ntific Labo r ato rie s， U S Aト加ダ
ル ベ ツ
コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 くGI B CO， U S Al に Ge n et
icin
くG 41勘 SIGM A1200p glml を加 えた 培地 に て2 日間
培養 した 後， 培地中に そ れ ぞ れ
一 定濃 度で P一 犯 加わ
水抽出物 を加 えて 3 日間勧 こ培地交換 し て 2週間培養
した 後 ， 各デ ィ ッ シ ュ よ り D N A を抽出 した ．
2 ． D N A抽出
Griffin ら
12， の ア ル カ リ法 に 準 じ て 以下 の ご とく
ヱ 犯わ切 rf抽 出物 の 抗 D N A ポリメ ラ ー ゼ作用 と その 機序
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Fig． 1． T heintegr ated H B Vge n o m ein H B 611cells a nd r eplic ativ einte r m ediate s ofthe vir al
D NA－ T hr e eta nde mly a rr a nged H B Vge n o m e s w e relinked to pT k，n e O n e O myCin r esita n c e
ge n e u nde r c o ntrol of the thymidin e k ina s epr o m ote r fr o m he rpe s sim ple x vir us． T he
n e o mycln－reSista nt tr a n sfe cta nts w e re s ele cted a ndte sted fo rtho s ethat e xpr es s ed the s a nd e
a ntige n s athigh1e v els． T he 3．5．k b R N Aa cts a s aprege n o m e a nd is r e v e rs etr a n sc ribed into
fulトsiz ed single str a ndく－J DNA くSl． S is the n u sed as ate mplate for the 什1 str a nd D N A
Synthe sis の1 ． T his く＋I str a nd is in c o mplete a nd ther efo r ethe pr odu ct is obtain ed a s
pa rtia11y do uble－Str a nd circle sくD 2lo rits diss ociated fr o mD l． S， D la nd D 2c an be s epa r ated
by ele ctropho r e si ．
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行 っ た ． 各ディ ッ シ ュ の 細 胞 を ， リ ン 酸 緩衝食塩水
くpho sphate buffe red s alin eiP B Slに て 2 回洗浄 し ，
デ ィ ッ シ ュ あ た り 0． 5ml の TE S P溶 液 く10m M
Tris欄 Cl緩 衝液 ， pH 7． 4 ， 5m M E D T A， 1 ％
S D S， 100ノJ gノml プロ テ ア
ー ゼ K くべ ー リ ン ガ ー マ ン
ハ イ ム 山之内H を加 え37
■
C 3時間消化 し ， さ ら に マ イ
ク ロ チ ュ ー ブ に 移 し ， 24時 間ゆ っ く り攫拝 しな が ら消
化 した ． 10 0JL gJml の リ ボヌ ク レ ア
ー ゼ A くR Na se
Al くべ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山之 剤 を加 え6 5
0
C lO分
処理 し ， 等量の フ ェ ノ ー ル 及び CI A Aくク ロ ロ ホ ル ム
とイ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル を24ニ 1の 割合で 混合 した も
のI に て 2回 抽出 した後 ， エ タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た ．
回収 した D NA を T E緩衝液150JL lに 溶解 した 一
3 ． サ ザ ン プ ロ ッ ト法
ウイ ル ス D N A の解析 はサ ザ ン プ ロ ッ ト法
1割 を 用 い
た ．
い 制限酵素 に よる D N A の切断と電気泳動
抽出 した DN A溶液70JL l に 対 し HBV－ D N Aに 対
して切断部位 を持 た な い 制限酵素 Eind工王1 を60単位用
い て37
0
C12時間消化 し フ ェ ノ ー ル 及 び CI A Aに て 2
回 抽出後 ， エ タ ノ ー ル 沈 殿 し ， 回 収 し た D N A を
T E緩衝液3叫 1 に 溶解 した ． う ち 3 月 1 を 1月 gノml
の エ ナ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む1．5％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル
に て電 気泳動 を行 っ た ． D N A サ イ ズマ ー カ ー と し て
は HindII消化1 フ ァ ー ジ D N A断片 を用い た －
2フ D N A断片 の フ ィ ル タ ー へ の 移行
泳動終了後 f l．5M NaClを 含む0．5 M NaO H溶液
中に て ア ル カリ 処理 を30分 し ， 次い で 3 M NaCl を含
む0．5 M Tris－ H Cl緩衝液， pH 7．0に て2 0分 2 回の 中和
処理 を行 っ た ． その 後 ， 毛 細管現象 に よ り 20xS S C
く3M NaCl， 0．3 M クエ ン酸 ナ トリ ウム 潜 掛 に て ゲ ル
か ら ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 くSchleiche r 8t Schu ell，
F R Gl に D N A を移行さ せ た ． 次 に ， そ の ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 膜 を 2XS SC に て洗浄 し風乾後 ， 80
0
C 3時間熱
処理 し て D N Aを膜に 固定 した ．
31 プ ロ ー ブの 作製
本実験 に お い て 使用 し た HBV． D N A プロ ー プ は ，
大阪大学細胞工学セ ン タ ー 遺伝 子構造機能調節部門，
松原 謙 一 教授 か ら供与 を受 け た ． 標識プ ロ
ー ブ の 調整
は ， Ea － 32Pコd C T Pくン3，000 Ciノm m ol を 標識基質と し
て マ ル チ プライ ム D N A ラベ リ ン グ シ ス テム に て 反応
さ せ た後 ， 0 ．1％ Sodiu m dode cyls ulfateくS D Sl を含
む T E N緩衝液 に て セ フ ァ デ ッ ク ス G－50くPha r m a－
cia， Sw ede nJ ス ピ ン カ ラ ム に て 未反 応 の Fa T
32
Pj
d C T P を除去 し ， 95
O
C5分間加熱 し プ ロ ー ブ D N Aを
変性さ せ氷水 で急冷 した ． 本 方法 に て7．7XlO
8
cpmノ
声 g D N Aの 比 活性 を有す る標識 プ ロ ー ブ を得 た －
4コ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は ， プ レ ハ イ プ リダイ
ゼ ー シ ョ ン 溶液 く6 XS S C， 0．1％ SD S， 1 00p glml
熱変性 サ ケ精子 D N AくSIGM Al， 1m gノml ウシ 血清ア
ル ブ ミ ン tfr a ctio nVi 生化学 工業 ， 東 京1， 1mglml
フ ィ コ ー ル くSI G M Al，1m glml ポリ ビ ニ ル ピロ リド ン
くSI G M Alナ中で65
O
C2時 間行 っ た ． プ レ ハ イ プ リダ
イ ゼ ー シ ョ ン 溶液除去後 ， 9．6XlO6cpm の 標識 プ ロ ー
プ D N Aを含 む新た な プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン溶
液 を加 え ， 65
0
C 18時間 ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン を行っ
た ． 2XS S Cに て 5分 2回洗浄 した後 ， 0．1％ S D Sを
含む 2XS S Cに て65
O
C3 0分処理 を 2 回繰 り返 した ． 処
理 後 ， フ ィ ル タ ー を 乾燥 させ ， サ ラ ン ラ ッ プ に 包みX
線 フ イ ル ム くX－ Om at A Rフ イ ル ム X A R－51 に 密着さ
せ て － 80
0
C で約20時間オ ー トラ ジ オ グラ フ イ ー を行っ
た ． 阻害効果 を定量的 に 解析す る た め ， オ
ー トラジオ
グラ フ イ ー し た フ イ ル ム をデ ン シ トメ
ー タ ー で 測定し
た ．
刊l． 試 薬類
特 に 会社名 の 記載 の な い ア ガ ロ ー ス お よ び各種酵素
は宝酒造株式会社く京都1 の製品を ， マ ル チ プ ライ ム
D N A ラベ リ ン グシ ス テ ム くコ ー ド R P N． 1601Iおよ び
各種 アイ ソ ト ー プ はい ずれ も ア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン株
式会社く未到 か ら購 入 した ． こ れ 以 外の 試薬で特に会
社名 の記載の な い も の は い ず れ も 和光純薬株式会社
く大阪1 の 製品 を用 い た －
ま た ， 各種 D N A ポ リ メ ラー ゼ お よ び逆転写酵素の
400 8040 8 0
P． nir u ri e xtr act く．uilitTllI
Fig．2． Inhibitio n of endoge n o u sH B V
－ D N Apby
an e xtr a ctfr o m P niru ri in vitr o． T he 3．2kb
band くa r ro wl， Which is a clo s ed cir c ular
H B V－D N A， indic ates HBV－D N Ap a ctivity．
By addit o n of P nin Lriextr a ctin e ndogen o us
H B V－D N Ap re a ction， H B V
－D N Ap a ctivity
w a sinhibited． T he a ctivity be c a m e undetec
．






























10 40 80 100 400
伽 血rノe xtr act 川9くdry w ei9hりノml
Fig．3． Do se re spo n s e of P nin L Yi e xtr a ct o n
e ndogeno u s HB V－DN Ap a ctivity． Se rial
dilutions of P nin EYiextra ct w ere a ss ayed fo r
their ability to in hibit H B V．D N Ap a ctivity．
T heloga rithm ofthe P nin Lri c o n c e ntr atio n
V S． the inhibitio n r ate of H B V－D N Ap a ctivity
W aSplotted． Inhibitio n of e ndoge n o u sH B V．
D N Ap by P． niru ri e xtr a ct w a s dir e ctly
pr oportionalto the P nin Lric o n c e ntr atio n．
反応液組成 に つ い て は ， 酵素 を購入 した 際 ， つ い て く
る添付書 を参考 に して 決め た ．
成 1 績
工 ． 内在性 H B V－ D N A ポ リメ ラ ー ゼ 活性 に 与 え る
阻害効果
慢性 の H Be 抗原 キ ャ リ ア ー 患 者 か ら 採取 し た
H B VくDa n el 粒子 画分 を用 い て ， P nir u ri抽 出物 が内
在性 H B V，D N A ポ リメ ラ ー ゼ 活性 に 与 える 阻害効果
に つ い て検 討 した ． 図 2 は反応産物 D N Aを1 ．5％ ア
ガロ し ス ゲ ル 電気泳動 に よ り分画 した 結果で あ る ． 約
3．2 Kbの バ ン ドが ユ ニ ッ トサイ ズの 線状 H B V－ D N A
に相当 し， そ の 濃淡が 内在性 H B V－D N A ポ リメ ラ ー
ゼ活性 を示 して い る ． P フ雇 用力 抽出物 の添加 に よ り
，
H BV－D N A ポ リメ ラ ー ゼ 活性に 対 す る 阻害効果 が認
められ た ． さ ら に その 阻害効果を定量 的に 解析 す るた
め
， 反応産 物 D N A を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン ． カ ウ ン
タ ー に て 測定 し た ． 図 3 に 示 す グ ラ フ は
，
そ れ ぞれ の
反 応系 に お け る P 二最血涙 抽 出物 の 添加 濃度 と
H B V－ D N A ポ リメ ラ ー ゼ 活性阻害率 を片対数 グ ラ フ
に プロ ッ ト した もの で あ る ． 約90声 g く乾燥 重量1ノml
にて50％阻害が観測さ れ ， 400声 gノml ま で は抽出物濃
度と H B V－D N Aポ リ メ ラ ー ゼ 活性阻害率 と の 間 に
は， 比例関係が認め られ た ．
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Fig． 4． Inhibitio n of T 4－D N Ap by a n e xtr a ct
fr o m P niru ri in vitr o． T he 3．2k b ba nd
くa rrowl， Which is HindIII digest of pU Cl19－
D N A， indicate s T 4－D N Ap a ctivity． By
ad dit on of P niru ri extra ct in T 4－D N Ap
r e a ction， T 4p D N Ap a ctivity w as do s e－depend－
e ntly inhibited simila rly to H B V－D N Ap
a ctivity．
H ． 種 々 の D N A合成酵素 に お け る 影響
ヱ 乃才r 祝アブ 抽出物が他 の D N A ポリ メ ラ ー ゼ に 与 え
る 影響 を調 べ る 目的で ， まず T 4－ D N A ポリ メ ラ ー ゼ
反応系 を用 い た ， 図 4 は HindIII消化 pU C l19 D N Aを
テ ン プ レ ー トと して T 4－D N A ポリメ ラ ー ゼ に よ る 修
復反応 に お い て 検討 した 結果で あ る ． ゲ ル 電気泳動に
て3．2 K b のバ ン ドが HindIII消化 pU C l19DN A に 相
当し ， そ の濃淡が D N A ポ リ メ ラー ゼ 活性 を示 し て い
る ． P niru ri抽 出物 は ， H B V－D N A ポ リメ ラー ゼ の
場合 と同様 に T 4－ D N A ポ リメ ラ ー ゼ活性に 対 し て 用
量依存性に 阻害効果 を示 した ．
さ らに 逆転写酵素 を含む他 の 各種 D N A合成酵素活
性 に 対す る fし 乃わ働 れ 抽出物の 阻害効果 を検討 し た ．
本実験で は ， T 4－D N A ポリメ ラ ー ゼ の ほか に 大腸菌
K lenow フ ラ グ メ ン ト ， D N A ポ リメ ラ ー ゼ I ，
A M V由来の 逆転写酵素 を使用 し た ． A M V由来の 逆
転写酵素活性 は ， pOlyくAJ ． くdTナ
1 5
を テ ン プ レ ー トと
し て Fa － 32Pコ d T T Pの 取 り 込 み に て 測定 し ， 他 の
D N A ポ リメ ラ ー ゼ は
，
H ind m消化 pU Cl19 D N Aを
テ ン プ レ ー ト と し て Ea ． 32Pコ d C T Pの 取り込 み に て
測定 した ． 各酵素 は ， そ れ ぞれ0．1単位使 用 し た ． P，
niru ri抽 出物 は ， 内在性 H B V－D N Aポ リ メ ラ ー ゼ だ
け で な く
，
T4－ D N A ポリメ ラ ー ゼ
， 大腸菌 K le n o wフ
ラ グメ ン ト
，
D N A ポリメ ラ ー ゼI
．
A M V由来 の 逆
転写酵素な どの 各種 D N A合成酵素に 対 して 活性阻害
効果を有 し ， そ の 阻害濃度 はそ れ ぞ れの D N A ポ リメ
ラ ー ゼ に よ っ て 異 な っ て い た ． 反 応 中の 各酵素量 は
0，1単位 に 統 一 し たが ， 活性定義が異 な り ， ま た 標 品
の 比 活性が異 な るた め有効阻害濃度を直接相互 比 較す
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0．01 8．0 5 0．1 0．5
凡打 血 バ e xtr a ct，
Fig． 5． Effect of P nir u rt o n v ario u skinds of
e ntlyinhibited e n zym e a ctivit e s of n ot o nly
Of D N Apolym e r a sei T 4－D N Ap， K le n o w
1 5 1 0 5 0 1 0 0
Llg くdry w eightl ノml
D N Ap a ctivity． P niru rie xtr a ct do s e．depe nd－
H B V－ D NA polym e r a s ebut alsothe othe rkinds
Flagm e nt， D N A Polym e ra seI and Re v ers e
Tr a ns cripta s efro m A M V． An ap pr o xim ately
Of v a rio u skinds of D N Ap a ctivity a nd the
gr adientis ap proxim ately s a m e．
る こ と は で き な か っ た ． 図 5 に示 すグラ フ は ， 反 応系
に お け る ヱ 乃よナ働r才抽出物 の 添加濃度と各種 D N Aポ
リ メ ラ ー ゼ の活性阻害率 を片対数グラ フ に プ ロ ッ ト し
た も の で あ る ． 且 っ扇相 加 抽 出物 の添加濃度 と各種
D N A ポ リ メ ラー ゼの 活性阻害率 と の 間に は ， 有 効濃
度に お い て1 00％阻害濃度 に 至 る ま で 比例関係 を認 め ，
また そ の傾 き が各種 DN A合成酵素間で ほ ぼ等 しい 結
果 を得た ．
そ こ で 且 っ雇 用力 抽 出物 に よ る 阻害効果の作用機序
を明ら か に す る た め に ， T 4－D N A ポリ メ ラ ー ゼ を用
い て 以下の検討を行 っ た ．
nl． ア． 乃わ髄rブ抽出物 に よ る 阻 害効果 に お け る基 質濃
度の 影響
T4－D N A ポリ メ ラ ー ゼ に よ る 反応系 に お い て ， 基
質 と な る 3d N T P濃度 と P． 矧 玩附 ■オ 抽 出物 に よ る
D N A ポ リ メ ラー ゼ 活性阻害効果 と の 関係 を検討 し
た ． 図 6 に そ の 結果 を示 す． P フ雇 用 力 抽 出物 に よ る
D N A ポ リ メ ラー ゼ活性阻害効果 は ， 基 質濃度 を増加
させ て も変わ らず ， 基質濃度 に 影響 さ れ な か っ た ． 今
1in e a r r elation ship e xistsbetw e e ntheinhibition
C O n C e ntr atio n of P． nin Eri e xtr a ct， a nd e a ch
回 デ ー タ に は示 さな い が ， 他の 大腸菌 E le n o wフ ラ グ
メ ン ト ， D N A ポリメ ラ
ー ゼ I ， A M V由来の 逆転写
酵素 に お い て も 同様 の結果 を得た ．
N
．
P 乃Zr 祝rZ抽出物 に よ る 阻害効果 に お け る テ ン プ
レ ー ト量 の 影響
T 4．D N A ポ リ メ ラー ゼ に よ る反応系 に お い て ， テ
ン プ レ ー ト と な る D N A 量の 変化と ヱ 据わ■祝アブ抽出物
に よ る D N Aポ リ メ ラ ー ゼ活性阻害効果 と の 関係を検
討 し ， そ の 結果 を図 7に 示 す ． テ ン プ レ ー ト D N A量
を増加 させ て も ， そ の 阻害効果 は影響 され なか っ た ．
今回 デ ー タ に は示 さ な い が ， A M V由来の 逆転写酵素
にお い て polyくAJ． くd Tl
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を テ ン プ レ ー ト と して 用い
て も 同様 の 結果 を得 た ．
V 了D N A合成酵素 の 量 と P． 犯才r祝アブ抽出物 に よ る阻
害効果 と の 関係
T 4－D N A ポ リメ ラー ゼ の 酵素量と ヱ 乃オr祝デブ抽出物
に よ る 阻害効果 と の 関係 に つ い て 検討 し た ． そ の 結果
を図 8 に 示す ． 抽出物 を10声 gノml加 え た反応系では，
酵素 量を増や す に つ れ て 阻害効果 は低下 し ， 酵素量4
ヱ 邦吉用 rブ抽 出物の抗 D N A ポ リ メ ラー ゼ 作用 と その 機序
単位に て ， 抽 出物未添加 の コ ン トロ
ー ル 反応系 に お い
て酵素量0．5単位 を使用 し た時と 同等 の 活性 を認 め ，
抽出物 に よ る阻害効果 は殆 ど解消さ れ た ． ま た ， 抽出
物を10伸 gノml加 えた 反応系 に お い て も ， 酵素量 1単
位以上加え て い く と次第 に 阻害効果 は低下 した ■ した
が っ て ， P． 雅言r 祝rg抽出物中の 有効成分 と D N A ポ リメ
ラ ー ゼの 結合 に よ る酵素活性阻害の 可能性 が 示 さ れ
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Fig． 6． Effe ct of s ubstr ateく3d N T PJ c o n c e ntra－
tio n on inhibitio n by P nin LYi． Se rial c o n ce
－
ntratio n of 3d N T Pくd A T P＋d G T P＋d T T P言
0．05m M ， 0．50m M ， 5．00m M ， Ea 32 Pコ d C T P
w a s e x c es sI w e re a s sayed fo rthe ability of P
nir u rito inhibit D N Ap a ctivity． In spite of
Substrate く3d NTPI c o n c entration， P
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Fig．7． Effe ct ofte mplate do se ontheinhibitio n
by P niruri． On e a ch dilutio n s of P nin L
e xtr a ctく1 0jL gJIm1 8E lOOJL gJlml， the r elatio n
betw e e nthe te mplate do s e a nd the ability of
P niru rito inhibit D N Ap a ctivity w a sinv es－
tigated． In spite ofte mplate do e s， P nin t ri
e xtra ct do s e－depe nde ntly inhibited the T 4－
D NAp a ctivity．
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フ ラ グ メ ン ト ， D N A ポ リメ ラー ゼI ， A M V由来の
逆転写酵素 に お い て も 同様の 結果 を得た ．
V工． H B V産 生 培 養細胞林 H B 611に お け る 抗
H B Y効果
H B 611細胞内 で の ウ イ ル ス 複 製系 に お け る ヱ
乃才用 r才抽 出物 の 抗 H B V効果 をサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に て
比 較検討 した 結果 を図9 に 示 す ． ヂし 乃わ朋わ 抽 出物 は ，
細胞内で の ウイ ル ス D N Aの 複製過程 に お い て ， 組 み
込 まれ た H B Vゲ ノ ム り1か ら m R N Aと して 転写 さ
れ た プ レ ゲ ノ ム に 対 し ， H B V由来の D N A ポ リメ
ラ ー ゼ の逆転写酵素活性 に よ りく十1 鎖D N AくSIが複
製さ れ る プ ロ セ ス で の 阻害効果を ま ず認め ， さ ら に そ
れ をテ ン プ レ ー トと して H B V－D N A ポリ メ ラー ゼ活






















1ノ64 1 ノ321 ノ16 1ノ8 1ノ4．レ 2 1 2 4
T 4 D N ApoIYm er aS e亡u niレルg DN Aン
Fig． 8． Effectof En zym eDo se o ntheInhibitio n
by P． niru 7i． On the r e a ctio n of P niru
e xtr a ct lOJL gノml， the inhibitio n effe ct of P－
niru ri deterio r ated， a S the e n zym e do se of
T 4－D NAp w a s added in the r e a ctio n． By
ad ding 4 u nits of T4－D N Ap the m a xim u m
activity of T 4－D N Ap， Which w a s equ alto the
m a xim u m a ctivity of O．5 u nit e n zym ein the
c o ntr olr e a ctio n， W a S Sho w n o nthis re a ctio n．
T heinhibitio n effe ct of P． nir uricould notbe
dete cted by adding 4 u nits of T 4－D N Ap． On
the re a ctio n of P． riruri extra ct lOOJJ gl ml，
the inhibitio n effect of P． nin m gr adu ally
deterior ated， a Sthe en zym edo se of T4
－D N Ap
w a sadded m o r etha nl u nitin the r e a ctio n．
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に 部分2重鎖環状 D N A任局 が 形 成 され る プ ロ セ ス に
お い て も ， 阻害効果 を認め て い る ．
そ の 阻害効果 を定量的 に 解析 す る た め に デ ン シ ト
メ ー タ ー で測定 し
， 組 み込 ま れ た H B V ゲノ ム りナ を
マ ー カ ー と し て それ に 対す る フ リ ー ． ウイ ル ス D N A
の 量くS十 Dl＋ Dカ を比較 して 判定 した ． ヱ 乃わ■祝アブ抽出
物を80ノ上 gノml 加 えた ディ ッ シ ュ か らは ， 細胞 毒性 の
た め D N Aを回収で き な か っ た が ， 0．8一 － 16JL glml加
P ． nlr u rl ■ Xtr8 Ct
1 6川 舟1 8 川中 －1■6 仙 凧 0－8 川 舟－
Control
rニ ニ 丁二こ笥 m n H 巨
二 1
J
－ ． 中 一 ■－ t ．










Fig． 9． So uther nblot a n alysis of H indl工I dige s
－
ted c ellula r D N Aof H B 611 c ells c ultu red in
the pr e s e n c e of P． niru ri e xtr a ct， T he slo w
－
migr ating bandくIlr epr e s ents chr o m o s o m ally
integr ated H B V
－D N A， a nd the fa st－ migr ating
bandsくS， D I D 21 a r ethe e xtra chr o m o s om al，
replic ativ e inter m ediate s of H B V
－D N A． P－
nir u ri e xtra ct inte rfe red with vir al D N A
r eplic atio n witho ut affe cting cellular D N A
r eplic atio n in ap propriate c o n c e ntr atio n
r a ngesfr o mO．8JL glmlto 16JLglml．
え た デ ィ ッ シ ュ で は培養中の 細胞形態 お よ び組み込ま
れ た HB V ゲノ ム くり を マ ー カ ー と した D N A回
量 か らは ， 明ら か な細胞毒性 を認 め な か っ た ． 添加し
た 抽出物濃度と ウイ ル ス D NA の 複製阻害率 との 間に
は ほ ぼ比例関係が認め られ ， 0，8月 gノml加 え た ディ ッ
シ ュ で は3 9． 4％ ， 1 6ノJ gノml 加 えた デ ィ ッ シ ュ では
94．5％の ウイ ル ス D N Aの 複製阻害率 を認 め た ． 本実
験の デ ー タを 片対数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト し
，
50％阻害濃
度 を求 める と1 ．1〆 gノmlで あ り ， 細胞毒性 を示 す最小
濃度 は ， ン16声 gノml であ っ た く表 い．
考 察
こ れ ま で の と こ ろ
，
B 型肝炎 ウイ ル ス 感染症に 対し
て ， 画期的な 治療効果 を示 し た抗 ウイ ル ス 剤は ほと ん
ど な い と い っ て よ い ． す なわ ち ， ウイ ル ス の 複製サイ
ク ル は ， 基 本的 に 宿 主細胞の 機能 と密接 に 関連して お
り
，
ウイ ル ス 増殖 だ け を選択的 に 抑制 す る こ と の 難し
さ に 起 因 して い る ． B型肝炎 ウイ ル ス の 増殖過程に お
い て ， D N A ウイル ス で あ り なが ら レ ト ロ ウイ ル ス で
み ら れ る逆転写 の 段階を通 っ て複製 す る と い う ． 特異
的 な ウ イ ル ス 核 酸の 合成 ス テ ッ プ で ， そ の 重 要な役割
を演 じて い る ウイ ル ス 由来の 核酸合成酵素 は ， 抗ウイ
ル ス 剤の研究開発 の面で注目 さ れ て い る タ ー ゲ ッ トの
一
つ で ある ．
今回 の 研究 に お い て ， 且 ク正和 カイ憶物全体1 抽出物
は ， 試験 管内 で の 反応系 に お い て ， 内在性 H BV．D
N A ポリ メ ラー ゼ 活性を 阻害 し， さ ら に ， T 4－D N Aポ
リ メ ラ ー ゼ ， 大腸菌 K le n o wフ ラ グ メ ン ト， D N A ポ
リ メ ラ ー ゼ 工 な どの 各種 D N A ポ リ メラ ー ゼ ， そして
レ ト ロ ウイ ル ス で ある A M V由来の 逆転写酵素 によ
Tablel． Anti－ H B Va ctivity of P． nir u ri e xtra ct．
Co mpo u nd M T D I Dの
く声gノmり く声gノmり
P． 乃よ化 rf ン16 1．1
To qu a ntitativ ely e v alu ate the inhibito ry a ctivity of
c o mpo u nd くP． nir u riJ， the b and a re a sS， D l， D 2a nd Iw e r e
m e a s u r ed by de n sito m etric a n alyz er， a nd the inhibitio n
pe r c e ntage w a s calculated a sfo1lo w s ニ
くS花王rlげf ＋D lナヱか祝rf ＋D 2乃frlf rIノI乃 か祝rよInhibitio nく％ユニ u－ i
くSc o nt．＋D Ic o nt．＋D 2c o nt．1JIIc o nt．
ユXlOO
M T D r epr es ents the minim u m cytoto xic do s e． Antivir al
a ctivityis r epr e s ented by ID50 0 n HB V－ D N Asynthesis． T his
V al11e W a S Obtain ed by plotting the loga rithm of the
C O n Centr atio n of P． nir u ri v s． theinhibitio nper c e ntage ofthe
Vir al D N Asynthe sisin the tr e ated c ells．
P フ正 閏力 抽出物の 抗 D N A ポ リメ ラ ー ゼ作用 とそ の 機序
る D N A合成系に 対 し ても 阻害効果 を示 す こ とが 確認
さ れ た ． しか も それ ぞれ の 反応系 に お け る P． 加ゎ 椚
抽出物の 添加濃度 と各種 D N A ポリ メ ラ ー ゼ の 活性阻
害率と の 関係 を片対数 グラ フ に プ ロ ッ ト する とほ ぼ比
例関係 を認 め ， 阻害反 応が ほ ぼ 1次反応 をと り ， そ の
傾きが類似 し て い る こ と か ら ， 各種 D N A合成酵素 へ
の有効成分 の 阻害効果が共通 の 作用機序 に 基づ く 可能
性が 示唆 され た ．
今回 デ ー タ に は示 さ な か っ た が
，
ヱ 花王和 r才抽 出物
は ， 他の 核酸関連酵素で あ る T 4 ポ リヌ ク レ オ チ ド キ
ナ ー ゼや T 4 リ ガ ー ゼ 及 び 各種制限酵素 に 対 し て ，
D N A合成酵素活性阻害効果 を認め る 有効濃度下 で 影
響を与 えな か っ た こ と は ， 抽出物質中の 阻害物質が ，
D N A合成活性酵素群 に 比 較的特異的 で あ る こ と が 考
えられ る ． ま た完全 二 重 鎖 D N A と P乃オr以デブ抽出物
の共存下 で ， D N Aの 切 断 は 全 く 観測 さ れ ず ，
DNa se 活性は認 め ら れ なか っ た ．
P． 矧わ紆 わ 抽出物に よ る D N A合成酵素活性阻害効
果の機序 に つ い て検 討 した と こ ろ ， 反 応系 に お け る テ
ン プ レ ー トと な る D N Aや poly 仏J ． くd Tl15の 量や
，
ある い は基質と な る デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 3 リン酸濾
度に よ っ て 阻害効果 は影響さ れ な か っ た ． す な わ ち
ヱ 乃オr 祝アオ 抽出物中に よ る D N A合成酵素活性阻害効
果が ， 抽出物中の 阻害物質と基質と の 競合 に よ るも の
では ない こ と ， ま た阻害物質の テ ン プ レ ー ト に 対す る
結合ある い は修飾 に よ るも の で は な い こ とが 推測さ れ
た ． 酵素量 と ア 7正憫 力 抽出物に よ る 阻害効果 と の 関
係 に つ い て 調 べ た 結果 は
， 抽 出物中 の 阻 害物質 と
D N A合成酵素と の 直接的な相互作用 に よ り 酵素活性
を失宿させ る可能性が 示 さ れ た ． ま た
， 高濃度 の 抽出
物に よ る酵素の 前処 理 の 効果 はな く
， 阻害程度 は反 応
時の 抽出物の 最終濃度 に 依存す る 結果 を得て い る ． こ
れら の 結果は ， 抽出物中の 阻害物質 が化学量論的 に 酵
素を可逆的に 失括 させ て い る 可能性 が推測 され た ．
さ ら に 今 回 ， P． 扁九粛 抽 出物 の 抗 H B V効果 を
H B V産 生 培養細胞株 E B 611 を用 い て検討 し た ． 培
養細胞を用 い た H B V感染と増殖系が確立 して い な い
現状で は ， 細胞内 に お ける B塑 肝炎 ウ イ ル ス の 複製系
モ デル と し て ， ヒ ト肝 芽細胞腰由来培養細胞株 Hub 6
田uh6－C15J に 3 タン デ ム の H B V ゲノ ム が 組 み 込 ま
れ安定に H B V粒子 を産生 す る H B 611培養細胞株
は
， 有用な 抗 H B V薬剤評価系で あ る ． し か し な が
ら
， この 系で は ， ウイ ル ス の 感 染， 脱穀 お よ び c o r e粒
子中の 部分二 重鎖 ゲ ノ ム か ら完全二 重鎖 へ の 複製過 程
に与える 影響に つ い て は観測 で き な い ． 図1 に 示 す よ
うに ， Huh6細胞内 に て 組 み 込 ま れ た H B Vゲ ノ ム
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川 か ら m R N Aと して 転写 され た3．5 K bの R N A が
プ レ ゲ ノ ム と して ， H BV 由来の D N Aポ リ メ ラ ー ゼ
の 逆転写酵素活性 に よ り 卜1 鎖 D N AくSJ が 複製 さ
れ ． そ れ を テ ン プ レ ー トと し て H B V－D N A ポリ メ
ラ ー ゼ活性に よ り 什l 鎖D N AくD．1の 伸長反 応が 起 こ
り ， さ ら に 部分 2重 鎖環状 D N AくD21が形成さ れ ， 安
定か つ 持続的 に H B VくDa n eJ 粒子 を産生 して い る ． し
たが っ て
，
HB 611細胞 に よ るサ ザ ン プ ロ ッ トの 結果
く図机 は ， た 乃わノ祝r才抽出物が ， 0．8 旬 1毎 gノml の 濃度
範囲に お い て 宿 主細胞 で あ る H B 611 の DN A 量
くり に 影響を与 えず に
，
H B V由来 D N A ポリ メ ラ ー
ゼ の 逆転写酵素活性 およ び D N Aポリ メ ラ ー ゼ活性 を
阻害し ， ウイ ル ス D N Aの 複製 を阻害 して い る こ と を
示 し てい る ． ま た50％阻害濃度と細胞毒性を示 す最小
濃度 との 間に 有意差が存在 し て い た く表 け
今回 の H B 611細胞を用 い た 系で ， た 紹Zr 祝r才抽出物
に 細胞内で の H BV の 逆転写及 び D N A複製段階 で 阻
害効果が観察 され た こ と は ， 有効成分の 抗 H BV 治療
薬と して の 有用 性 を示 し て い る ． 試験管内で の 実験の
結果 か ら は ， 酵素量 に よ っ て 阻害濃度 が変化 し ， ア．
扁ね粛 抽出物中の 阻害物質と酵素蛋白と の 結合が 示唆
さ れ て い る ． した が っ て有効阻害濃度は ， 結合可 能な
標的蛋白く酵熱 量 に 依存 して い る こ と が考 え られ る ．
一 方 ， 培養細胞系で は ， 培地 中に 牛胎児血清蛋白お よ
び細胞由来の 蛋 白 が 多量 に 存 在す る 条件に も関 わ ら
ず
， 試験管内に お ける D N A合成系の D N Aポ リ メ
ラ ー ゼの 阻害濃度 と同程度で あ り
，
A M V逆転写酵素
の 阻害濃度よ り はる か に 低濃度で あ る こ と は興 味深い
現象 で あ る － こ の こ とは
， 有効成分の 結合は ， 牛胎児
血 清蛋 白等の 他 の 蛋 白と の 結合性 が極め て低 い か ， あ
る い は細胞内 で は ， 代謝 に よ り試験管内で の 阻害物質
よ り 阻害効果の 高い 活性成分 に転換さ れ た可能性が考
えらオtる ． い ず れ に し ても ， D N A合成酵素活性 と の
特異 的相互作用 の 可能性 を示 唆し て い る ．
有効成分の 作用機序を考え る上 で
． 最乱 核酸 合成
酵素 の 遺伝子構造の 解析が進 み ， 原核生物か ら 真核生
物に わ たる 各種 の 核酸合成酵素の 活性部位 に 比較的，
進化的 に 保存 さ れ た ア ミ ノ酸配列が存在 する こ と が報
告され て tlる1 封． こ の 事 実は
， 今回 用し1 た グ 乃ノアz．f アブ抽
出物が ， 逆転写酵素を含 む広範な D N A合成酵素 を阻
害 した 結果を考 える 上 で 重要 な示 唆を 与えて し1る と と
も に ， P． 乃gア祝rブ抽出物中の 有効成分 が レ ト ロ ウ イ ル ス
を含め た H B V以 外の ウイ ル ス に 対 し て も複製阻害効
果 を持 つ 可能性 を示 唆 して い る ．
今回 の 実験 で は ， 原核細胞及 び ウ イ ル ス の D N A依
存 D N A合成酵素活性と ， レ ト ロ ウイ ル ス 由来逆転写
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酵素活性に 対 す る P． 払正弘 ガ抽出物の 効果 を検討 した ．
検討 した す べ て の D N A ポ リ メラ ー ゼ 活性に 阻害的に
働 く こ と は， 宿主 細胞 の 各種 D N A ポ リメ ラ
ー ゼ 活性
に 対 す る阻害効 果 の 可能性 も推測 さ れ る ． した が っ
て ， 今後宿主の D N A ポ リメ ラー ゼ活性 に 対す る阻害
効果 の 検討が ， 宿 主 と の 分別的 な阻害薬剤 の開発 に
と っ て ， 検討す べ き 点と して残 さ れ て い る ． ま た ， 各
種 D N A ポリ メ ラー ゼお よ び R N A ポ リメ ラ
ー ゼが 共
通 ア ミノ 酸配列 を保存 して い る こ と が 最近示 さ れ て お
り ， R N A ポ リ メラ
ー ゼ 活性 に 対す る効果の検討 も残
さ れ て い る ．
一 方 ， 有効成分に つ い て の予備的知見 で ， 各種 カラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を用 い て 現在分離精製中で ， 有
効成分の化学的 ． 物理 的特性 の解析 を進 め て い る ． 80
8
C 60分の 熱処理 で 全く 阻害活性 は失清せず ， 耐 熱性 で
あ り
，
蛋白分解酵素処理 や 酸処 理 に よ っ て ， 阻害晴性
は失 われ な か っ た ． これ らの 点か ら ， 有効成分が非蛋
白成分 で ある こ と が推測 され る ． 阻害機序の よ り詳細
な解明， よ り特異性 の高い 誘導体 の 開発 に と っ て阻害
物質の 単離同定 は欠く こ と が で き な い ． 試験管内で の
簡便な DNA ポ リメ ラ ー ゼ 阻害効果判定法の導入 は ，
阻害物質の活性分画同定に と っ て ， 有用 な フ ァ
ー ス ト
ス クリ ー ニ ン グ法 と して利 用 す る こ とが 可能で あ る ■
今後 ， 有効 成分を明 らか に し ， 分子 量及 び構造決定
を目指す と 同時に ， 今 回検討で き な か っ た各種 D N A
ポ リ メ ラ ー ゼ ， 真核細胞由来 D N A ポ リメ ラ ー ゼ な ど
に 対す る影響 を調 べ ， よ り詳細 な作 用機序に つ い て検
討 を進め て い く予定 で ある ．
結 論
ヱ 乃ブ用 rf水抽出物を 用 い て ， 試験管内 での 反応系 を
中心に H BV 内在性 D N A ポ リメ ラ
ー ゼ活性及 び他の
D N A合成酵素 に 与 える影響 と そ の 作用 機序 に つ い て
解析 した ．
1 ． P． 乃わノ鋸デブ抽出物 は ， 試験管内で の 反応系に お い
て内在性 H B V－ DN Aポ リ メ ラ ー ゼ 活性 を用 量依存性
に 阻害 し ， さ ら に ， T 4－D N A ポ リメ ラ
ー ゼ ， 大腸 菌
Klenow フ ラ グメ ン ト ， D N A ポ リメ ラ
ー ゼ I な どの
各種 D N A ポ リメ ラ ー ゼ ， そ し て レ トロ ウイ ル ス で あ
る A M V由来逆転写酵素に よ る D N A合成系 に 対 し
て も 阻害効果 を示 す こ と が確認 さ れ た ．
2 ． P． 乃わノ祝rf抽出物 に よ る D N A合成酵素括性阻害
効果 の 機序に つ い て検討 した と こ ろ ， 反 応系 に お ける
テ ン プ レ ー トや あ る い は基質 に よ っ て阻害効果 は影響
さ れ ず， 抽 出物中の阻害物質 と D N A合成酵素 との 直
接的な相互作用 に よ り酵素活性 を失宿 させ る 可能性が
示 さ れ た ．
3 ． 抗 H B V薬剤評価系と し て 確立 され た H BV 産
生培養細胞株 H B 611に お い て
．
， ヱ 乃よr鋸妬抽 出物の B
型肝炎 に 対 す る治療薬 と して の 有用性が 示 さ れ た －
さ ら に 逆転写酵素 を含 む他の広範な D N A合成酵素
に 対 して も抑制効果 を示 す こ とか ら ， レ ト ロ ウイ ル ス
を含 め た他 の ウイ ル ス に 対す る抗 ウイ ル ス 剤 と しての
有 肝 性が 示 唆さ れ る ． 有効成分の精製 ． 単離 に つ い て
は現在検討中で あ る ．
謝 辞
稿 を終 え る に 望 み ， 終 始 ． 御 懇篤 な る御 指導 と御校閲を
賜 っ た ， 恩師 ， 服部 信前教授並 びに小林健 一 教 授 に深甚の
謝意 を表します ． また． 直接 の御指導 をい ただ い た ， 金沢大
学大学 が ん 研究 所生物 物理 部門， 村上清史助教授 に心 か ら感
謝致 します ． 本研究に 御援助 下さ っ た ， 金沢大学 大学 が ん研
究所生物物理部門 卜 原田文夫教授 に 深謝致 します ． 本研究の
ため に H BV産生培養細胞株 H B611を提供 して い た だき， か
っ in viv o阻害効果実験 を御指導 い ただ い た ， 大阪大学細胞
工 学 セ ン タ ー 遺伝子構造機能調節部門 ， 松原謙
一 教 授 ， 長幡
武光博 士に深謝致 しま す， また ． 御協力 い ただ い た金沢大学
医学部 第 一 内科 第二研究室各位 ， 並び に金沢大学 大学が ん研
究所 生物物理部 門各位 に深 く感謝致 します －
献 本論文の 要旨は ， 第2 5回日本肝 臓学 会総 会 く平成元年
度
，
金 沢1 及び ， the 198 9m eeting on H E P A T mS B
VIRU SESく1989， Cold Spring Harbor， New Yo rkl， 第48回
日本癌学会総会 く平成元年 鼠 名古屋うで 発表 した ．
文 献
11 Gr e e nbe rg， H ． B． ， Polla rd， R ■ B． ， Lutwick，
L I． ， Gr ego ry， P ． 臥 ， Robim s o nI W ． S． 皮
M e riga n T． C － ニ E ffect of hu m a nleu c o cyte
inte rfer o n on hepatitis B viru sinfe ctio n inpatie
－
nts with chr o nic a ctiv e hepatitis． N ． Engl． J．
M ed． ， 2 95， 5 17－522く19761．
2I C had wick， R ． G ． ， Ba s s e ndin e， M ． F． ，
Cr a wfo rd， E． M ． ， T ho m a s， H ． C． 鹿 She rlo ck，
S． ニ H BsAg－Po sitiv e chr o nicliv er dise a se ニInhib
it．
io n of D NA polym e ra se a ctivityby vida r abin e．
Br
M ed． J． ， 2， 531－533く19781．
3I 瀧 野辰 郎 ． 奥野 忠軌 阿部芳 鼠 武 田 乱 進藤
道 子 ニ B 型肝炎の 治療 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ■ 肝胆臥
1 3， 503－510く19861．




右 一 肌 田 中 軋 鈴 木 司 郎 こ B 型 肝 炎 の 治療
Ara －A ， Ar a－A M P お よ びAcyclo vir ． 肝胆 臥 13，
51－517く198引．
5I Ye nkates w a ra n， P． S ． ， M illm a n， I■ 鹿
Blu mbe rg， B． S． ニ Effe ct of an e xtra ct
fro m
柳
P プ転用 力 抽出物 の 抗 D NA ポリメ ラ ー ゼ 作用 と その 機序
P hylla nthu s niru ri o n hepatitis B and w o odchu ck
hepatitis vir u s e s こIn vitr o a nd in viv o studies．
Pro c． Natl． Acad． Sci． U S A， 84， 274－278く1987I．
6I Thyaga r aja n， S－ P． ， Subr a m a nia n， S． ，





， B． S． ニ Effe ct of P hylla nthu s a maru s o n
chr o nic c a rrie r s of hepatitis B viru s． La n cet， 1，
764－766く1 98軋
り Radzi wi 11， G． ， Ze ntgr af， H ． ， Schaller， H ． 良
Bos ch， V ． ニ T he du ck hepatitis B viru S D N A
polym e r a seis tightly a ss o ciated with the vir al
COr e Stru Ctu re and u n able to s witch to an e x oge －
n o u ste mplate． Virolog y， 163， 123－132く198即．
8I Eapla n， P． M ． ， Gr e e n m a n， R ． I． ． ， GerirL， J．
I．． ， Pu r cell， R ． H ． 鹿 Robin so n， W ． S． ニ D N A
polym e r a se a s s o ciated with hum an hepatitis B
antigen． J． V ir ol． ， 12， 995－1005く1 973I．
9I Ts urim oto ， T． ， Fujiya m a， A． 8E M at別1ba r a，
K． 二 Stable e xpr es sio n a nd replic atio n of hepatitis
B viru sge n o m ein a nintegrated statein ahu m a n
hepato m a c el1 1in e tra n sfe cted with the clo n ed
Vir al D N A． Pr o c． Natl． Ac ad． Sci． U S A， 84，
444， 48く19871．
383
101 Ueda， E ． ， Tsu rim oto ， T． ， Nagahata ， T． ，
C his aka
， 0． 及 M atsuba r aI K－ ニAn invitr o syste m
fo r s cr e e nlng a ti－hepatitis B viru sdr ugs． Vir olog－
y， 169， 213－21 6く19891．
11I Nagabata， T．， ロeda， 軋 ， Ts u rim oto ， T． ，
C his aka
， 0一 息 M ats uba r a， K． ニ Anti－hepatitis B
viru S a Ctivitie s ofpu rin ederiv ativ es ofo x eta no cin
A ． J． Antibiot．くTO K Y OI， 42， 644－646く1989J．
12I Giffin， B． E．， Bjo r ck， E． ， Bju rs e11， G． 及
Lindahl， T． こ Sequ en c e c o mplexity of cir c ula r
Epstein －Ba r r viru s D N A in tr a n sfo r m ed c ells， J．
Virolリ 40， 1 ト19く19町 ．
13I So uthe r rL， B． E ． 二 Dete ctio n of spe cific
Sequ enC e a m O ng D N A fragm ents separated by gel
ele ctr ophore sis． J． M ol． Biol．， 98， 503－517く1975l．
14I Wo Ilg， S． W ． ， Wahl， A ． F． ， Yu a m， P． M ． ，
Arai， N ． ， Pe a r so n， B． E． ， Arai， K． ， Eo r n， D． ，
Hu nkapi11e r， M ． W ． 鹿 W a ng， T． S． F． こ Hu m a n
D N A polym era s e a gen e expr e ssio n is c ell
pr olifer ation depe nde nt a nd its prim a ry str u ctu r e
is simila r to both prokaryotic a nd e uka ryotic
replic ativ eD N Apolym e ra se s． E M B OJ． ， 7， 37－47
く19881．
384
Effe ct a nd M二e cha niB m Of a n Extr a ct fro m P hylla nthus niruri o n HB V
－ D NA
Polym e r a眉e a nd Other D N A SyntlletaBeS M as ayuki Yanagi， D epartm
e nt of Inter nal
M edicine くIISchool of Medicin e， K an a z aw a U niversity， K a n a zaw a 9 2 0
－ J． Ju zen M ed ．
So c． ， 99， 3 72－ 384り9 901
Eey w ordB P hyllanlhus niruri， H B V
－ D N A Polym erase ， r e V erS etranS Criptas e， a ntiviral
age nt， HB 6 1lc e111ine
Abstr a ct
Phyllanihus niru rirP． nirurij， Which is a medicinal plant， hasbeen and is us ed widely
in S。uthernIndia a nd else wher efor the tr ea tm ent ofja u ndice－ It hasbe en reported that
a n aqu eou s e xtr a ct fr o m P． nir u riinhibits e ndoge n o u sD N Apolym era s eくD N Apl of the
hepatitis B vir u sくH B Vl a nd the w o dchu ck hepatitis viru sくW H Vlin vitro ． In this study
the effe ct a nd m e cha nism of P． nir uri e xtr a ct on the a ctivitie s of H B V
－ D N Ap and the
othe r kinds of D N Ap w er ein v es tigated． P－ niru ri extra c tinhib its the do se
p dependent
e n zym e a c tivity of n ot o nly H B V
－ D NAp but also other k inds of D N Api T 4
－ D N Ap，
K le now fr agm e nt， D N A polym eras eI and r e vers e trans criptase fr om the avia n
m yeloblasto sis vir u s－ T he data s ug ge st that the m e ch
a nis m of the inhibito ry effe ct of
niruri extract on D N Ap activity， might be based on a dire c tint er ac tion betw e n s ome
activ e c om po unds in the e xtract a nd the D N Ap e n zym e， and that the inhibitio nis no t
affe cted by the conc e ntr ation of s ubstrate くd N T Pl and te mplate くD N A及 polyA oligo
－dTl
in the re action c onditio n． T he aqu eou s e xtract had show n no DN ase ac tivity and didn ot
e xhibit an inhib itory effe ct on the re a c tion of T 4 D N A ligase， T 4 polyn ucle otide kinase
and sev e ral r e striction en zym es， at the c o n c e ntration which inhibited the D N Ap a ctivities．
w e used a HB61 lc ellline as am odel system for the an alysis ofthe a n tiviral effect， Which
w as ahu m an hepato ma cel1 1ineくH uh 6－C151 transfected with the clo n ed viral D N Aa nd
w hich had the stable ge n e e xpres sion and the D NA replication of HBV． At abo utl．1p g
くdry w eight of P． nir u ri extractV ml in cell cultu re m ediu m， the inhibition of gen e
expre ssio n a nd D N A replic ation of HB V， Wa S5 0％ ． T he mini
m u m cyto toxic dose w a s
ン1 6p glml． T he re sults sug gestthat s om e a c tiv e co mpo u nds in P． nir uri
．
ex tra c t， C O uld be
u s eful not o nly a s a nanti
－ H B V age nt but also a s an antiviral age nt aga l nSt Other vir u s es
including retroviru S． Using a variety of te chniques for is olation， S
eparation and
pu rific atio n， S O m ea Ctiv e c o mpo uds in P． nir uri e xtr a ct， ha v ebe e ni
dentified．
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